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基础 研究 


醛固酮 对 成 骨 细 肥 增 殖 分 化 及 成 骨 相 关 基 因 表 达 的 影响 


陈 JEU TRAE EARBS, AAE., F DEM EEE 
广东 药 科大 学 ! 生 命 科 学 与 生物 制药 学 院 ,? 生 物资 源 与 创新 药物 研究 中 心 ,广东 广州 510006 


摘要 :目的 探讨 外 源 性 醛固酮 对 大 鼠 原 代 培 养 的 成 骨 细 胞 增殖 \ 碱 性 磷酸 酶 活性 及 成 骨 相 关 基 因 表达 的 影响 及 其 机 制 。 方 法 
采用 酶 消化 法 体外 培养 大 鼠 成 骨 细 胞 ,CCK-8 试 剂 合 和 AKP 试 剂 盒 分 别 检测 成 骨 细 胞 的 增殖 和 碱 性 磷酸 酶 活性 情况 , 半 定 量 
RT-PCR 和 Western blotting 检 测 成 骨 细 胞 骨 形 成 活性 相关 标志 物 和 上 皮 钠 离子 通道 (a-ENaC) 基 因 的 mRNA 和 重 白 表达 。 结 
果 与 对 照 组 相 比 ,醛固酮 浓度 为 1x10”~1 hmol 工 范围 内 可 以 促进 成 骨 细胞 增殖 ,浓度 为 1x103 pmolL 和 10 pmolL 时 对 成 骨 细 
胞 增殖 无 显著 影响 ;但 醛固酮 在 1x10?~10 nmol 浓度 范 围 内 对 成 骨 细 胞 碱 性 磷酸 酶 活性 均 无 明显 影响 。 与 对 照 组 相 比 , 醛 固 
酮 浓度 为 1x10”~1 nmol 时 均 能 上 调 成 骨 细胞 中 成 骨 细胞 骨 形 成 活性 相关 标志 物 I 型 胶原 蛋白 (Coll-Ia) \ 碱 性 磷酸 酶 (ALP)、 
上 骨 桥 和 蛋白 (OPN) 和 o-ENaC 基 因 的 mRNA 和 蛋白 的 表达 水 平 (P<0.05)。 结 论 醛固酮 (1x10?~1 pmolL) 能 明显 促进 成 骨 细 胞 增 
殖 并 上 调 成 骨 细 胞 骨 形 成 活性 相关 标志 物 的 表达 , 且 同 时 上 调 ENaC 基因 的 表达 ,提示 ENaC 可 能 是 醛固酮 调节 成 骨 细 胞 功能 
的 作用 革 点 之 一 。 
关键 词 :醛固酮 ;成 骨 细 胞 ;成 骨 功 能 ;上 皮 钠 离子 通道 


Effects of aldosterone on osteoblast proliferation, differentiation and osteogenic gene 


expressions in vitro 
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Abstract: Objective To study the effect of aldosterone on cell proliferation, alkaline phosphatase (AKP) activity and 
osteogenic gene expression in rat osteoblasts and explore the mechanisms. Methods Osteoblasts isolated from the skull of 
neonatal SD rats by enzyme digestion were cultured and treated with different concentrations of aldosterone. The cell 
proliferation and AKP activity were evaluated using CCK-8 assay kit and AKP assay kit, respectively. The effects of 
aldosterone on mRNA and protein expressions of the osteogenic genes and epithelial sodium channel (ENaC) gene were 
investigated using semi-quantitative PCR and Western blotting. Results Compared with the control cells, the cells treated with 
0.01-1.0 hmoML aldosterone showed obviously enhanced proliferation while lower (1x 10? umol/L) or higher (10 umol/L) 
concentrations of aldosterone did not significantly affect the cell proliferation. Aldosterone within the concentration range of 1x 
10? to 10 umol/L did not cause significant changes in AKP activity in the osteoblasts. Treatment with 0.01 to 1.0 umol/L 
aldosterone significantly upregulated the expressions of the osteogenic genes and a-ENaC gene at both the mRNA and protein 
levels. Conclusion Aldosterone within the concentration range of 0.01-1.0 umol/L stimulates the proliferation and osteogenic 
gene expressions and enhances a-ENaC gene expression in rat osteoblasts in vitro, suggesting the possibility that ENaC 
participates in aldosterone-mediated regulation of osteoblast functions. 

Keywords: aldosterone; osteoblasts; osteogenic function; epithelial sodium channel 


近年 来 ,研究 者 们 发 现 醛固酮 水 平 异常 升 高 会 导致 ” 有 临床 病例 指出 低 醛 固 酮 血 症 -Wolcott-Rallison 综 合 征 
骨 量 减少 / 骨 质 足 松 和 骨折 ,应 用 醛固酮 受 体 持 抗 剂 。 上 患者 慢性 凤 衰 -骨髓 发 育 不 良 之 间 可 能 存在 因果 联系 *。 
螺 内 酯 能 明显 改善 原 发 性 醛固酮 增多 证 患者 的 骨 代谢 “此 外 ,对 骨 质 中 松 症 的 全 基因 组 关联 研究 显示 醛固酮 信 
状况 “; 而 醛固酮 缺乏 的 患者 也 表现 出 钙 代 谢 异 常 ", 男 。” 号 通路 可 能 通过 调节 编码 骨 质 琉 松 相 关 基 因而 参与 骨 
代谢 ”;Jaffe 等 "证 实 醛固酮 能 促进 钙化 血管 细胞 的 分 
i pas "EA HAE MEAE (81400853) ,广东 省 普通 高 以 化 和 矿 化 ,并 伴 有 成 骨 指 标 基 因 (ALP) 的 增加 。 但 醛 固 
机 异常 导致 骨 代谢 失衡 的 具体 机 制 尚未 完全 明确 , 且 目 
2015KGJHZ022) ;中 央 财政 支持 地 方 高 校 发 展 专项 资金 ( 粤 财政 [2016] 。 ”前 文献 多 以 临床 和 动物 实验 为 主 ,未 见 外 源 性 醛固酮 十 
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ENaC 属于 醛固酮 诱导 和 蛋白” ,外 源 性 醛固酮 可 以 刺激 
人 类 骨髓 内 皮 细胞 (HBMEC) 中 ENaC f 4 jc BLA 
内 醛固酮 水 平 变 化 与 细胞 膜 上 ENaC 的 表达 量 相关 "; 
而 ENaC 亦 是 醛固酮 调控 Na 重 吸收 的 主要 靶 点 ““。 
研究 表明 ENaC 不 仅 存 在 于 上 皮 细 胞 ,在 成 骨 细 胞 、 软 


液 (I 型 胶原 酶 :PBS=15 mg:10 mL) 消 化 2 次 (37 CHA 
1 nh) ,离心 10 min(400xg) 后 弃 去 消化 液 。 以 含 10% 胎 
牛 血清 的 DMEM 高 糖 培养 基 重 悬 细胞 并 转移 至 培养 阵 
中 , 置 于 37 %,5% CO, 培 养 箱 中 培养 。 每 2 d 换 液 1 次 ， 
待 细胞 生长 至 90% 融 合 时 胰 酶 消化 传代 ,以 1.0x107mL 


骨 细 胞 上 均 有 分 布 表达 "””。 课 题 组 前 期 研究 已 证 实 
ENaC 人 参与 了 雌 激 素 、 糖 皮质 激素 .cGMP 以 及 多 种 中 药 
提取 物 或 中 药 含 药 血清 对 成 骨 细 胞 功能 的 调节 ”2?”。 
此 ,我 们 推测 ,醛固酮 可 能 通过 ENaC 实 现 对 成 骨 细 胞 
的 调节 作用 ,为 验证 这 一 设想 ,本 研究 观察 外 源 性 醛 固 
酮 对 大 鼠 原 代 成 骨 细 胞 增殖 , 碱 性 磷酸 酶 活性 和 成 骨 功 
能 指标 基因 表达 的 影响 ,并 以 ENacC 为 切入 点 ,分析 醛 
固 酮 作用 下 成 骨 细胞 上 骨 形 成 活性 相关 标志 物 和 
ENaC 基因 转录 和 表达 水 平 的 变化 情况 ,初步 探讨 
ENaC 是 否 参与 了 醛固酮 对 成 骨 细胞 的 调节 作用 ,为 进 
一 步 明 确 醛固酮 影响 骨 代 谢 的 作用 机 制 提 供 实验 基础 
和 理论 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 

出 生 24 hn 内 SD 大 和 鼠 乳 鼠 10 只 , 购 自 广州 中 医药 大 
学 实验 动物 中 心 ,动物 质量 合格 证 号 :44005800003074 
1.2 药物 与 主要 试剂 

醛固酮 (Sigma) ,bp- 甘 油 磷 酸 钠 (Sigma) ,L- 维 生 素 
C (Sigma) ,地 塞 米 松 (Sigma) ; DMEM 高 糖 培养 基 
(Gibco) , 胎 牛 血清 (Gibco) , 0.25% 胰 酶 - EDTA 
(Gibco) ,I 型 胶原 酶 (Sigma) , PBS 缓冲 液 (Gibco)， 
Trizol (Thermo Fisher Scientific) ; fa Pt K M Alkaline 
Phosphatase(ALP) 单 克隆 抗体 (GeneTex) , fa HtA BR 
Osteopontin(OPN) 多 克隆 抗体 (GeneTex) ,小 鼠 抗 大 鼠 
Collagen- I alpha(Coll Io) 单 克隆 抗体 (abcam) , 免 抗 
X Ma- ENaC 多 克隆 抗体 (Santa Cruz) ;CCK-8 试 剂 盒 
(Dojindo Laboratories) , 碱 性 磷酸 酶 试剂 盒 (南京 建成 
生物 工程 研究 所 ) , PrimeScript"" RT-PCR Kit 两 步 法 试 
剂 盒 (Takara),BCA 蛋白 定量 试剂 盒 ( 康 为 世纪 )。 
1.3 主要 仪器 

Microplate Reader 680 iles [X (Bio-Rad) ; Mycycler 
梯度 PCR fX (Bio-Rad) ; Tanon 4100 凝 胶 成 像 分 析 系 统 
(上 海天 能 科技 有 限 公 司 );Trans-Blot SD ?E-T E EDS 
(Bio-Rad) ; PowerPac HC 电泳 仪 (Bio-Rad) ;Mini-Protean 
Tetra / MAE A Byki (Bio-Rad) 
1.4 成 骨 细 胞 培养 

采用 酶 消化 法 分 离 培养 成 骨 细 胞 :SD 大 鼠 乳 鼠 经 
乙醚 麻醉 处 死 后 置 于 75% 酒 精 中 浸泡 消毒 10 min, TERR 
净 台 内 分 离 颅 骨 , 以 PBS 绥 冲 液 洗涤 ,并 刊 除 结缔 组 织 
和 骨膜 , 剪 碎 骨 片 后 加 入 胰 酶 (0.25% Trypsin-EDTA) 
溶液 消化 15 min, 弃 去 胰 酶 消化 液 ,再 加 入 I 型 胶原 酶 溶 


密度 接种 于 培养 下 中 ,从 P 代 细胞 开始 使 用 成 骨 诱 导 培 
养 基 ( 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 高 糖 培养 基 中 加 入 终 
浓度 为 10 mmol/L £- FERA 10 nmol/L Hi3E2KT , 
50 mg/LL 维 生 素 C) 培 养 。 取 P3-P; 代 细胞 用 于 各 项 实验 。 
1.5 Cell Counting Kit-8(cck-8 试 剂 爹 ) 测 定 成 骨 细胞 增殖 

细胞 以 1x107mL 的 密度 接种 于 96 孔 细胞 培养 板 , 培 
养 24h 后 ,分 别 更 换 为 含 1x103.1x102.0.1.1、10 hmolL 
醛固酮 的 成 骨 诱 导 培 养 基 , 各 浓度 组 均 设 5 个 复 孔 ,给 
药 培养 24 h 后 ,每 孔 分 别 加 入 10 uL CCK-8 试 剂 盒 检测 
Wi, 37 % 培 养 箱 中 孵育 2 Ph 后 ,在 酶 标 仪 450 nm 波长 处 
测定 光 密 度 值 。 
1.6 成 骨 细 胞 碱 性 磷酸 酶 活性 测定 

细胞 接种 、 给 药方 法 同 “1.5”, 给 药 培养 24h 后 , 按 
碱 性 磷酸 酶 (AKP) 试 剂 盒 (南京 建成 生物 工程 研究 所 ) 
说 明 书 操作 ,在 酶 标 仪 520 nm 波长 处 测定 光 密 度 值 。 
1.7 逆转 录 -PCR 测 定 mRNA 表 达 

细胞 以 1.0x107mL 的 密度 接种 于 10 cmx 10 cm 培 
FELH ,培养 24h 后 分 别 更 换 为 含 1x10?.0.1、1 umol/L 
醛固酮 的 成 骨 诱 导 培 养 基 ,37 % ,5% CO, 培 养 箱 内 培养 
24h 后 以 Trizol 提 取 总 RNA, 按 PrimeScript™ RT-PCR 
Kit 试 剂 盒 方法 逆转 录 合成 cDNA。 引 物 由 生 工 生物 工 
程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 合成 ( 表 1)。PCR 扩 增 反 应 条 件 
为 :94 *CAETE30 s, X CEK 30 s(o-ENaC 基因 退火 温 
度 X 为 $58%; 各 成 骨 功 能 指标 基因 退火 温度 X 为 
54 *C),72 延伸 1 min, 共 进行 30 个 循环 ,以 4% 结 束 
循环 。RTPCR 产物 以 2% 琼 脂 糖 凝 腕 电泳 检测 , 凝 胶 
成 像 系统 拍照 后 以 Image J 软 件 测定 目的 条 带 灰 度 值 ， 
与 内 参 B-actin 灰 度 值 比较 ,相对 定量 。 
1.8 Western blotting 测 定 蛋白 表达 

细胞 以 Sx107mL 的 密度 接种 于 10 cmx 10 cm 培养 
亚 中 ,培养 24n 后 分 别 更 换 为 含 1x102.0.1、1 umol/L E 
固 酮 的 成 骨 诱导 培养 基 ,37 % ,5% CO, 培 养 箱 内 培养 
24h 后 经 RIPA 和 蛋白 抽 提 试剂 提取 总 蛋白 , 按 BCA 和 蛋白 
定量 试剂 盒 方法 测定 各 组 蛋白 浓度 。 各 组 取 等 量 重 白 经 
12% SDS-PAGE 电泳 后 转 膜 1 h, 经 TBST 洗 膜 10 minx 
3 次 后 用 含 5% 脱 脂 奶粉 的 TBST 溶 液 摇 床 轻 摇 封 团 2 h， 
再 用 TBST 洗 膜 5 minx3 次 后 加 入 一 抗 ,4 % 摇 床 轻 播 
过 夜 ,次 日 室温 孵育 1 h,TBST 洗 膜 10 minx3 次 后 加 入 
含 5% 脱 脂 奶 粉 的 TBST 溶 液 (1:1000) 稀 释 二 抗 ( 辣 根 
过 氧化 物 酶 标记 的 多 克隆 山羊 抗 锡 IgG) ,4 CREE 
1 h,TBST 洗 膜 10 minx3 次 ,经 曝光 显影 . 定 影 后 获得 
蛋白 胶片 , 凝 胶 成 像 系统 拍照 后 以 Image J 软 件 测定 目 
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X1 目的 基因 引物 序列 列表 


Tab.1 Primer sequences used for RT-PCR analysis of the target genes 


Gene Primer sequence IRE 
a-ENaC 

Forward 5'-GTT CTG TGA CTA CCG AAA GCA GAG-3' 

Reverse 5'-CGT AGC AGC ATG AGA AGT GTG ATG-3' d 
Coll-Ia 

Forward 5'-TAA AGG GTC ATC GTG GCT TC-3' 

Reverse 5'-ACT CTC CGC TCT TCC AGT CA-3' ii 
ALP 

Forward 5'-CTC CGG ATC CTG ACA AAG AA-3' 

Reverse 5'-ACG TGG GGG ATG TAG TTC TG-3' a 
OPN 

Forward 5'-AAG CCT GAC CCA TCT CAG AA-3' 

Reverse 5'-GCA ACT GGG ATG ACC TTG AT-3' i 
p-actin 

Forward 5'-GAG AGG GAA ATC GTG CGT GAC-3' 

Reverse 5'-CAT CTG CTG GAA GGT GGA CA-3' ~ 


ENaC: Epithelial Na channel; Coll-Io: Collagen typel alpha; ALP: Alkaline 


phosphatase; OPN: Osteopontin; OC: Osteocalcin. 


R2 醛固酮 对 成 骨 细胞 增殖 和 AKP 活性 的 影响 


的 条 带 灰 度 值 ,与 内 参 GAPDH 灰 度 值 比较 ,相对 
定量 。 
1.9 统计 学 分 析 处 理 

所 有 参数 均 用 均 数 + 标准 差 表示 ,以 GraphPad 
Prism 软件 进行 统计 分 析 ,One-way ANOVA 检 验 
法 比较 组 间 的 变量 差异 ,P<0.05 表 示 差 异 有 统计 学 


2 结果 
2.1 醛 国 酮 对 成 骨 细 胞 增殖 及 AKP 活性 的 不 同 
影响 

醛固酮 浓度 为 10 umol/L I 1x10? umol/L Bf 
细胞 增殖 率 与 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05) ,浓度 为 
1.0.1,1x107 nmol 所 时 细胞 增殖 率 均 显著 高 于 对 
HR£H (P«0.05) ,但 3 个 浓度 组 间 无 显著 差异 (P> 
0.05)。 醛 固 酮 各 浓度 给 药 组 计算 所 得 AKP 浓 度 
值 与 对 照 组 比较 均 无 显著 性 差异 (P>0.05, 表 2)。 
2.2 醛固酮 对 成 骨 细 胞 骨 形成 活性 相关 标志 物 和 
orENaC 基 因 mRNA 表 达 的 影响 

设计 并 合成 大 鼠 成 骨 细胞 成 骨 功 能 指标 基 
(Coll-la ALP .OPN) 和 o-ENaC 的 引物 , 以 逆转 


Tab.2 Effects of aldosterone on osteoblast proliferation and AKP activity (Mean+SD, n=5) 


Aldosterone (mol/L) 
Test Control 
10 1 0.1 1x10? 1x10? 
Proliferation rate (96) 1.00040.079 — 1.03440.059  1.20040.057*  1.26740.143*  1.159:0.057*  1.003+0.032 
AK P'concentration 44.205242.865 42.91942.967 46.71943.151 44.25844.754  44.83522.997 46.94947.519 


(King Unit/L) 


*P«0.05 vs control group. 


录 PCR 方 法 扩 增 目的 片段 ,经 2% 琼 脂 糖 凝 电泳 检测 ， 
分 别 得 到 4 条 与 Coll-Ia、.ALP、OPN 和 o-ENaC 基因 大 小 
一 致 的 特异 性 片段 (490、500、446、429 bp, 图 1)。 
Image J 软件 测 得 各 目的 条 带 灰 度 值 并 与 对 应 内 参 基因 
灰 度 值 比较 ,结果 表明 ( 表 3): 醛 固 酮 浓度 为 10.1、1x10 
? jmolL 时 ,成 骨 细 胞 上 ALP、OPN 的 条 带 亮度 均 明 显 
高 于 对 照 组 (P<0.05) ,醛固酮 浓度 为 0.1 pmolL、1x10” 
umolL 时 ,成 骨 细 胞 上 Coll-Ia 的 条 带 亮 度 亦 明显 高 于 
对 照 组 (P<0.05) ,说 明 外 源 性 给 予 醛固酮 可 促进 成 骨 细 
胞 骨 形 成 活性 相关 标志 物 的 mRNA 表达 ;此 外 ,醛固酮 
给 药 组 成 骨 细胞 上 ou-ENac 的 条 带 亮度 亦 高 于 同 浓度 空 
白 血 清 对 照 组 (P<0.01) ,与 其 对 成 骨 细胞 骨 形 成 活性 相 
关 标 志 物 mRNA 表达 的 促进 作用 一 致 。 
2.3 醛固酮 对 成 骨 细 胞 骨 形 成 活性 相关 标志 物 和 Qa- 
ENaC 基 因 有 蛋白 表达 的 影响 

以 Western blot 方 法 检测 得 到 成 骨 细 胞 骨 形 成 活 


性 相关 标志 物 Coll-Ia,ALP,OPN 和 o-ENaC 的 特异 性 蛋 
白条 带 ( 图 2), 经 Image J 软 件 测 得 的 灰 度 值 结果 表明 ( 表 
4) :醛固酮 浓度 为 1.0.1.1x102? hmolEL 时 成 骨 细 胞 上 
ALP OPN oa-ENaC 基 因 的 蛋白 表达 量 均 明 显 高 于 对 照 
组 (P<0.05) ,醛固酮 浓度 为 0.1 pmol/L., 1 x 107 umol/L 
时 ,成 骨 细 胞 上 Coll-Iox 基 因 的 蛋白 表达 量 亦 明 显 高 于 对 
照 组 (P<0.05)。 


3 讨论 

成 骨 细胞 是 维持 骨 代谢 平衡 的 主要 功能 细胞 ,负责 
骨 基 质 的 合成 ,分泌 和 夏 化 ,其 数量 和 功能 情况 直接 影 
响 着 代谢 性 骨 病 的 发 生发 展 ,因此 ,研究 不 同 因素 对 成 
骨 细 胞 的 调节 作用 ,也 是 目前 代谢 性 骨 病 药 物 研发 的 主 
要 内 容 。 醛 固 酮 是 肾 素 -血管 紧张 素 -醛固酮 系统 
(RAAS) 的 终 产物 ,负责 调节 体内 水 盐 平 衡 ,研究 表明 , 
机 体 的 醛固酮 分 泥水 平 不 仅 与 心血 管 疾病 和 肾脏 疾病 
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的 发 生发 展 有 关 , 也 参与 对 机 体 钙 平衡 调节 并 影响 骨 代 
谢 ”” ,课题 组 前 期 研究 亦 发 现 给 予 高 盐 饮 食 的 大 鼠 血 清 
醛固酮 水 平 降低 , 且 骨 量 丢 失 和 骨 微 细 结 构 破 坏 。 本 人 研 ALB 
究 通 过 对 醛固酮 (1x103~10 pmolL) 共 培养 下 成 骨 细 

胞 增殖 和 碱 性 磷酸 酶 活性 情况 的 检测 发 现 , 醛 固 酮 浓 OPN 
度 为 1.0.1.1x102 hmolEL 时 能 明显 促进 成 骨 细胞 增殖 ， 
但 对 成 骨 细胞 碱 性 磷酸 酶 活性 无 显著 影响 。 提 示 醛 固 
酮 浓度 变化 可 以 直接 影响 成 骨 细胞 的 增殖 ,并 可 能 通过 
调节 细胞 增殖 而 干预 骨 形 成 过 程 。 

成 骨 细 胞 的 骨 形 成 过 程 包括 细 胞 增殖 细胞 外 基质 
形成 与 成 熟 . 基质 矿 化 3 个 阶段 ,本 研究 分 别 选 择 了 3 个 
阶段 中 具有 代表 性 的 成 骨 细胞 活性 标志 物 : Coll-Ia、 
ALP FI OPN 基因 天 的 作为 特异 性 检测 指标 ,经 逆转 录 


p-actin 


图 1 RT-PCR 分 析 各 组 成 骨 细胞 骨 形 成 活性 相关 标 
志 物 基 和 o-ENaC 基 因 mRNA 的 表达 

Fig.l RT-PCR analysis of osteogenic gene and or 
ENaC mRNA expressions. M: Marker; A1: 1 uumol/L 
aldosterone; A2: 0.1 umol/L aldosterone; A3: 1x 10* 
umol/L aldosterone. 


表 3 醛 国 酮 对 成 骨 细胞 骨 形成 活性 相关 标志 物 和 o-ENC 基 因 mRNA 表 达 的 影响 


Tab.3 Effects of aldosterone on expressions of osteogenic gene and a-ENaC mRNA (MeanzSD, n=3) 


Group Coll-Ia ALP OPN a-ENaC 
Control 0.448+0.047 0.449+0.043 0.892+0.080 0.689+0.116 
Al (1 pmol/L) 0.554-:0.048 0.6932-0.036* 1.34140.141* 1.86440.239* 
A2 (0.1 pmol/L) 0.77023-0.095* 0.73140.120* 1.368:0.120* 2.59840.350* 
A3 (1x10? umol/L) 0.678::0.102* 0.738:0.126* 1.499+0.088* 1.911+0.279* 
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*P<0.05 vs the control group. 
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图 2 Western blotting 分 析 各 组 成 骨 细 胞 骨 形 成 活性 
相关 标志 物 和 o-ENaC 蛋白 的 表达 

Fig.2 Western blotting of osteogenic gene and a- 
ENaC protein expressions. M: Marker; A1: 1 umol/L 
aldosterone; A2: 0.1 umol/L aldosterone; A3: 1x10* 
Hmol/L aldosterone. 


PCR 方 法 检测 ,证 实 醛 固 酮 能 显著 上 调 Coll-Ia.ALP 和 
OPN 等 成 骨 细胞 骨 形 成 活性 相关 标志 物 的 mRNA 表达 
水 平 , 且 这 种 上 调 趋势 与 成 骨 细 胞 上 ou-ENaC 基因 在 醛 
固 酮 刺激 下 mRNA 表达 水 平 的 上 调 趋势 一 致 ,随后 采 
用 Western blotting 对 和 蛋白 表达 水 平 的 检测 也 得 到 了 与 逆 
转录 PCR 实验 相符 的 结果 。ENaC 是 醛固酮 调节 水 盐 代 
谢 的 主要 分 子 靶 点 ,研究 表明 在 多 种 细胞 和 组 织 中 醛 


国 酮 均 能 促进 ENac 的 表达 并 调节 其 功能 活性 *””， 
而 上 述 实 验 结果 说 明 ,与 在 其 它 组 织 细胞 中 一 样 ,成 骨 
细胞 上 的 ENaC 也 受 醛固酮 调控 ,并 与 醛固酮 对 成 骨 细 
胞 的 调节 作用 具有 一 定 相关 性 。 此 外 ,虽然 目前 尚未 见 
醛固酮 对 体外 培养 的 成 骨 细胞 影响 的 相关 研究 ,但 早 有 
报道 证 实 醛固酮 受 体 在 成 骨 细 胞 . 破 骨 细胞 上 均 有 分 布 
KA” ,并 且 是 介 导 醛固酮 影响 骨 代 谢 的 重要 通路 之 一 ”， 
因此 我 们 推测 ,醛固酮 可 能 通过 其 受 体 介 导 的 信和 号 通路 
调节 成 骨 细 胞 上 ENaC 基 因 的 转录 和 表达 ,进而 实现 对 
成 骨 细 胞 的 调节 , 即 ENaC 可 能 是 醛固酮 调节 成 骨 细 胞 
功能 的 作用 靶 点 之 一 。 

综 上 所 述 ,醛固酮 在 一 定 浓度 范围 内 能 明显 促进 大 
鼠 颅 肯 来 源 的 成 骨 细胞 增殖 ,并 上 调 成 骨 细 胞 上 骨 形 成 
活性 相关 标志 物 的 mRNA 和 和 蛋白 表达 水 平 , 这 种 促成 
BEHS ENaC 的 表达 上 调 趋势 一 致 ,说 明 醛 固 酮 对 成 
上 骨 细 胞 的 影响 可 能 与 ENaC 的 功能 活性 有 关 , 但 具体 作 
用 机 制 还 有 待 后 续 研 究 确定 。 
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